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“Any worker attempting a natural classification of this difficult group is forced to formulate
some conception of its evolution, without which the classification will become even further
divorced from a natural representation of relationships than it is at the moment.”

Clay (1949, p. 297)
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RESUMO

Malofagos desempenham um importante papel na compreensdo dos padrdes e processos de
evolugdo e em estudos de associagdo parasito-hospedeiro devido a sua alta especificidade. Foi
reconstruida a historia filogenética e co-filogenética das espécies dos géneros Mayriphilopterus
(31 espécimes, 9 espécies) ¢ Picicola (38 espécimes, 7 espécies) e¢ seus hospedeiros
Galbuliformes (Aves, Bucconidae e Galbulidae), por meio de caracteres moleculares. Foi
utilizado um total de 1.464 pares de base, pelo concatenamento do fragmento de um gene
mitocondrial COI-r (citocromo oxidase subunidade | — right) e fragmentos de quatro genes
nucleares, EF-/a (fator de elongamento 1 alpha), BR-50, BR-62 e BR-69 para os maléfagos e
2.741 pb pelo concatenamento de fragmentos de trés genes mitocondriais ND2 (nicotinamida
desidrogenase subunidade 2), ND3 (nicotinamida desidrogenase subunidade 3) e cytb
(citocromo b) e fragmentos de dois genes nucleares, AK1 (adenilato quinase 1) e BFib7 (beta
fibrinogénio 7) para os hospedeiros. Foram feitas analises de maxima verossimilhanga,
inferéncia Bayesiana e co-filogenéticas baseada em distancia e eventos. As analises
filogenéticas recuperaram a monofilia dos hospedeiros e das espécies dos dois géneros de
malofagos. A estatistica global da analise co-filogenética de distancia foi significativa para os
Mayriphilopterus e os Galbuliformes e ndo significativa para as Picicola. Na analise co-
filogenética de eventos recuperou-se para ambos 0s géneros, Mayriphilopterus e Picicola,
eventos de co-evolugdo, duplicacdo e troca de hospedeiro, perdas e falhas em divergir, sendo o
ultimo evento o mais comum para os dois géneros de malofagos. O teste exato de Fisher foi
calculado e mostrou que Mayriphilopterus e Picicola ndo estao co-relacionados entre si,
indicando que eles tém histdrias evolutivas Unicas e independentes em resposta a diversificagdo

dos seus hospedeiros.

Palavras-chave: DNA, JANE, Mayriphilopterus, PARAFIT, Picicola



ABSTRACT

Chewing lice play an important role on the understanding of evolutionary patterns in parasite-
host studies due to their high specificity. The phylogenetic and cophylogenetic history between
Mayriphilopterus (31 specimens, 9 species), Picicola (38 specimens, 7 species) and their
galbuliform hosts (Aves, Bucconidae and Galbulidae) was reconstructed, using molecular
characters. A total of 1,464 base pairs were used for the concatenation of a fragment of one
mitochondrial gene, COI-r (cithocrome oxidase subunit I - right) and fragments of four nuclear
genes, EF-1a (elongation factor 1 alpha), BR-50, BR-62 and BR-69 for chewing lice, and a total
of 2,741 bp for the concatenation of three fragments of mitochondrial genes ND2, (NADH
dehydrogenase 2), ND3 (NADH dehydrogenase 3) and cytb (cytochrome b) and two fragments
of nuclear genes AK1 (adenylate kinase 1) and BFib7 (beta fibrinogen 7) for the hosts. We
perfomed Maximum likelihood, Bayesian inference analyzes and the co-phylogenetic analyzes
were inferred based on distance and events. The phylogenetic analyzes recovered the
monophyly of the hosts and for both Mayriphilopterus and Picicola. The global statistics of
cophilogenetic analysis based on distance were significant for Mayriphilopterus and
Galbuliformes and not significant for Picicola. For cophylogenetic analysis based on events we
recovered events of cospeciation, duplication and host switch, losses and failures to diverge.
The failure to diverge was the most common event for both louse genera. Fisher's exact test
have showed that Mayriphilopterus and Picicola are not corelated, indicating that they have

unique and independent evolutionary histories in response to host diversification.

Keywords: DNA, JANE, Mayriphilopterus, PARAFIT, Picicola
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1. INTRODUCAO

1.1. Os maléfagos

Os insetos conhecidos popularmente como piolhos, mal6fagos e anopluros (Insecta,
Phthiraptera) sdo hemimetabolos, incluindo uma fase de ovo, trés estagios ninfais e o adulto.
Sdo ectoparasitos obrigatorios de aves e mamiferos, vivendo permanentemente todo seu ciclo
de vida associados a um tnico hospedeiro (JOHNSON e CLAYTON, 2003a; LINARDI, 2012).
Sao apteros, possuem pernas adaptadas para fixa¢do no hospedeiro, com comprimento que varia
entre 0,3 e 11 mm, seu corpo é esclerotizado, coberto de cerdas e achatado dorso-ventralmente
(JOHNSON e CLAYTON, 2003a).

A ordem Phthiraptera ocorre em todo o mundo e atualmente conta com mais de 5.000
espécies distribuidas em 300 géneros, estando divididas em quatro subordens: Amblycera,
Ischnocera, Rhynchophthirina e Anoplura, sendo as duas Ultimas encontradas exclusivamente
em mamiferos e as duas primeiras as Unicas que parasitam aves, € onde encontra-se a maior
parte da diversidade do grupo, cerca de 4.000 espécies (PRICE et al., 2003).

Muitos mal6fagos apresentam alto grau de especificidade, sendo encontrados apenas em
grupos (e.g., género, familia, ordem, etc) de hospedeiros especificos (BECKER, 1933;
LAKSHMINARAYANA, 1977; JOHNSON e CLAYTON, 2003b; CLAYTON et al., 2015).
Algumas espécies preferem ainda parasitar partes distintas do corpo de seus hospedeiros tais
como cabeca, pescoco e/ou asas (CLAY, 1950), apresentando quatro morfotipos especificos
desses micro-habitats: piolho de cabeca, piolho de asa, piolho do corpo e generalista
(DUBININ, 1938; CLAY, 1949; JOHNSON et al., 2012).

Por viverem todo seu ciclo de vida ligado a um hospedeiro e ndo conseguirem sobreviver
longe destes por muito tempo, pois suas habilidades de dispersdo sdo limitadas, estes insetos
sdo utilizados como um modelo para estudos de co-evolugéo e de relacdo parasito-hospedeiro
(CLAY, 1949; JOHNSON et al., 2001a). Estes fatores associados a uma ampla distribui¢cdo em
aves e mamiferos levou muitos autores a conclusao de que os maléfagos tém uma longa histoéria
de associacdo e, por consequéncia, co-evoluem com seus hospedeiros (CLAY, 1949;
HOPKINS, 1949; LYAL, 1986; MAUERSBERGER e MEY, 1993; PAGE et al., 1996;
HAFNER et al., 2003; BANKS et al., 2006; CLAYTON et al., 2015).

10



1.2. Co-evolucgao

Quando duas linhagens interativas estdo intimamente associadas durante grande parte
ou toda sua diversificacdo, é possivel assumir que a especiacdo de um grupo seja paralela a do
outro. Esse modo de diversificagdo pode resultar em um padrdo de historia evolutiva
compartilhada entre duas linhagens, conhecida como co-evolucdo (PATERSON et al., 2003;
HUGHES et al., 2007; CLAYTON et al., 2015). Esse processo ocorre em todos 0s niveis
bioldgicos, como genes atuando dentro de entidades bioldgicas (e.g. virus), e mudancas
fenotipicas entre duas populacdes ecologicamente relacionadas, tal como a relagédo de parasitos
e hospedeiros (MARTINEZ-AQUINO, 2016).

Os estudos co-evolutivos tém suas origens dentro da parasitologia, pois um dos
objetivos dessa disciplina ¢ descrever a “causa e efeito” das interagdes ecologicas nos sistemas
parasito-hospedeiro. A ideia de co-evolucdo originou-se em estudos parasitoldgicos de
organismos selvagens no inicio do século XX (FAHRENHOLZ, 1913; KELLOG, 1913; de
VIENNE et al., 2013). Esses estudos usavam as relacdes filogenéticas dos hospedeiros e
parasitos e buscavam a congruéncia filogenética entre eles baseando-se em dois principios: 1)
onde a filogenia do parasito espelha a filogenia de seus hospedeiros, gerando filogenias
completamente congruentes (regra de Fahrenholz); e que 2) hospedeiros primitivos albergam
parasitos primitivos (regra de Szidat) (FAHRENHOLZ, 1913; SZIDAT, 1940; LYAL, 1986;
ROZSA, 1991; PAGE, 2003). Entretanto, estudos recentes afirmam que filogenias congruentes
ndo sdo evidéncias para inferir a co-especiacdo, mas sim poderosas ferramentas para estudos de
co-evolugéo (PAGE et al., 1998; JOHNSON et al., 2002a; CLAYTON e JOHNSON, 2003;
HAFNER et al., 2003; JOHNSON e CLAYTON, 2003b; BANKS e PATERSON, 2004,
BANKS et al., 2006; HUGHES et al., 2007; CLAYTON et al., 2015; SWEET et al., 2016;
CATANACH et al., 2019).

Os pré-requisitos para a realizacdo de estudos co-filogenéticos, segundo Page et al.
(1996), que foram seguidos neste estudo sé&o: (1) ter a taxonomia alpha bem resolvida tanto para
0s taxons representantes dos parasitos quanto aos taxons representantes dos hospedeiros, (2) ter
filogenias bem resolvidas dos parasitos e dos hospedeiros, (3) ter filogenias preferencialmente
baseadas em caracteres homdlogos (moleculares) entretanto, isso ndo é um fator limitante, (4)
ter um grande nimero de amostras e, por fim, (5) fazer uma comparagdo quantitativa das

arvores de parasitos e hospedeiros por meio de testes estatisticos.
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1.3. Maldfagos de Galbuliformes

Os registros de maléfagos parasitando as aves da ordem Galbuliformes (Bucconidae e
Galbulidae) pertencem a trés géneros da subordem Ischnocera: Mayriphilopterus Mey, 2004,
Picicola Clay et Meinertzhagen, 1938 (Apéndice A) e Bobdalgleishia Valim et Cicchino, 2015;

e uma Unica espécie da subordem Amblycera, Menacanthus caudatus (Giebel, 1876).

1.3.1. Mayriphilopterus Mey, 2004

O género Mayriphilopterus (Ischnocera, Philopteridae) foi descrito por Mey (2004),
quando o autor fez a revisdo do complexo-Philopterus. Este género € encontrado
exclusivamente em aves da ordem Galbuliformes. Quatro espécies foram descritas por Mey
(2004) e outras duas ja haviam sido descritas por Carriker (1963). Apo6s a revisao publicada por
Mey (2004) apenas um trabalho foi dedicado ao estudo deste género (VALIM e LINARDI,
2007). Atualmente sdo conhecidas seis espécies de Mayriphilopterus parasitando sete espécies
de aves: M. brevicephalus Mey, 2004 ex Jacamerops aureus isidori Deville, 1849; M. ernsti
Mey, 2004 ex Monasa morphoeus (Hahn et Kister, 1823); M. galbulicus Mey, 2004 ex Galbula
cyanescens Deville, 1849; M. nystalicus Mey, 2004 ex Nystalus chacuru (Vieillot, 1816) e N.
maculatus (Gmelin, 1788) (MEY, 2004; VALIM e LINARDI, 2007); M. orinocensis (Carriker,
1963) ex Hypnellus bicinctus Gould, 1837 e M. spinosus (Carriker, 1963) ex Bucco capensis
Linnaeus, 1766 (CARRIKER, 1963).

Morfologicamente as espécies de Mayriphilopterus sdo caracterizadas por serem
membros do complexo-Philopterus e apresentarem (1) auséncia de conus funcional, (2)
trabécula bem desenvolvida, (3) margem hialina do clipeo sem esclerotizacdo marginal e (4)

ter de 2-4 pares de cerdas espatuladas na margem hialina do clipeo (MEY, 2004).

1.3.2. Picicola Clay et Meinertzhagen, 1938

O género Picicola (Ischnocera, Philopteridae) foi descrito por Clay e Meinertzhagen
(1938) e atualmente é composto por 37 espécies validas. Diferente do género Mayriphilopterus,
0 género Picicola ocorre em outras ordens de aves, sendo elas Passeriformes (WILLIANS,
1979; CICCHINO, 1981; MEYER et al., 2008), Piciformes (DALGLEISH, 1969) e
Galbuliformes (ONIKI e EMERSON, 1981; VALIM e LINARDI, 2006; PRICE e

WECKSTEIN, 2006), e ha um forte indicativo de que este género seja parafilético, com excecédo
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das espécies que parasitam as aves da ordem Galbuliformes (WECKSTEIN, 2004a).
Atualmente oito espécies de Picicola sdo conhecidas por parasitar dezessete espécies de
Galbuliformes: P. faucetti Price et Weckstein, 2006 ex Chelidoptera tenebrosa (Pallas, 1782);
P. galbulica VValim et Linardi, 2006 ex G. cyanescens, G. cyanicollis Cassin, 1851, G. ruficauda
Cuvier, 1816 e G. tombacea Spix, 1824; P. naokii Price et Weckstein, 2006 ex B. capensis e B.
macrodactylus (Spix, 1824); P. oneilli Price et Weckstein, 2006 ex Notharchus macrorhynchos
(Gmelin, 1788); P. osheai Price et Weckstein, 2006 ex Malacoptila fusca (Gmelin, 1788) e M.
semicincta Todd, 1925; P. serrafreirei Valim et Linardi, 2006 ex N. chacuru e N. maculatus;
P. striata Oniki et Emerson, 1981 ex Malacoptila striata (Spix, 1824), M. fulvogularis Sclater,
1854, Hapaloptila castanea (Verreaux, 1866) e Monasa nigrifrons (Spix, 1824) e P. valquii
Price et Weckstein, 2006 ex Nothriscus tectus (Boddaert, 1783) (ONIKI e EMERSON, 1981;
PRICE et al., 2003; VALIM e LINARDI, 2006; PRICE e WECKSTEIN, 2006).

Morfologicamente as espécies de Picicola sdo caracterizadas por serem membros do
complexo-Degeeriella e por apresentarem (1) margem anterior da cabeca de forma arredondada
ou achatada, (2) carena marginal completa, (3) sutura pré-antenal completa e (4) conus estreito
e alongado (ONIKI e EMERSON, 1981; VALIM e LINARDI, 2006; PRICE e WECKSTEIN,
2006).

1.3.3.  Outras espécies

O género monotipico Bobdalgleishia stephanophallus (Ischnocera, Philopteridae) foi
descrito por Valim e Cicchino (2015), e pertence ao complexo-Brueelia. Esta é a Unica espécie
deste complexo conhecida por parasitar aves da ordem Galbuliformes. Seu hospedeiro tipo é
Jacamerops aureus ridgwayi Todd, 1943 (Galbulidae). Morfologicamente essa espécie €
caracterizada por apresentar (1) as cerdas o0s, mts1-3 longas na margem da témpora, (2) cerda
pos curta e alocada na lente ocular, (3) um par de cerdas na porcao anterior do tergito Il e (4)
esternitos 11-VI com mais de um par de cerdas e sem placas esclerotizadas.

A espécie Menacanthus caudatus (Amblycera, Menoponidae) foi descrita por Giebel
(1876), como Menopon caudatus em Galbula ruficauda, e € membro do complexo-
Menacanthus Neumann, 1912. Esta é a Unica espécie de Amblycera conhecida por parasitar
Galbuliformes. A checklist de Hopkins e Clay (1952) e a revisdo do género Menacanthus de
Piciformes de Price e Emerson (1975) classificam esta espécie como nomina dubia por

apresentar grande divida quanto a sua validade morfolégica uma vez que o material tipo esta
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perdido, a descricao original é incompleta e a falta de recoleta dessa espécie em G. ruficauda
na natureza.
Devido a falta de material disponivel para extracdo de DNA de B. stephanophallus e M.

caudatus, essas espécies ndo foram incluidas neste trabalho.
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6. CONCLUSOES

Foi recuperada a monofilia de todas as espécies de maldfagos do género
Mayriphilopterus.

Assim como os Mayriphilopterus, as espécies do género Picicola que parasitam aves da
ordem Galbuliformes se mostraram monofiléticas.

As aves das familias Bucconidae e Galbulidae, hospedeiros das espécies dos géneros
Mayriphilopterus e Picicola, apresentaram-se monofiléticas.

Foram recuperados mais eventos de co-especiacdo entre os Mayriphilopterus e seus
hospedeiros do que entre as Picicola e os Galbuliformes, e a significancia estatistica foi positiva
apenas entre os Mayriphilopterus e os Galbuliformes.

Baseado nos dois tipos de analises co-filogenéticas (eventos e distancias), nenhum dos
dois géneros de maldfagos apresentaram padrdes perfeitos de co-evolugdo com seus
hospedeiros. Fatores ecoldgicos (e.g. foresia e preening) podem estar delimitando os padrdes

de parasitismo observados.
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